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論文内容の要旨
【目的】
マウス匪性腫蕩細胞由来の P19株は内部細胞塊に類似の多分化能を有し，未分化状態を保持したまま継代できる一
方，細胞凝集下でレチノイン酸 (RA) やジメチルスルホキシド (DMSO) で処理することにより，神経系や筋肉系の
細胞群へ分化誘導することができる。このため高等動物の初期分化発生の in vitro モデ、ル系として広く研究に利用さ
れている。神経細胞の分化・発生に関与する未知因子を新たに発見し，機能を解析することは，その分子メカニズム
を知る上で重要な研究課題のひとつといえる。
そこで我々は， RA 処理による P19細胞の神経細胞分化過程で特異的に発現する未知遺伝子群をまず検索し，取得し
た未知遺伝子についてコードするタンパク質の構造や発現様式の特徴をヒントとして，最終的にその機能を明らかに
することを目的とした研究を行っている。
ここでは，我々が新たに見い出した未知因子 LIG-l について遺伝子クローニングを行い，そのタンパク質の構造的
特徴を解析するとともに遺伝子発現様式を解析した。
【方法ならびに成績】
1 . P19 細胞の神経細胞分化過程で特異的に発現する LIG-l 遺伝子の発見
RA 処理48時間後の P19細胞から調製した cDNA 断片群を均一化したもの (R') をトレーサーとし，未分化状態の
細胞由来の cDNA (N) , DMSO 処理48時間後の細胞由来の cDNA (D) ，および均一化前のトレーサー自身 (R) をそ
れぞれドライバーとした 3 系列のサプトラクション (R'-N ， R'-D, R'-R) を並行し，各系列で生じるトレーサー濃縮
過程の経時変化を PCR 増幅後，電気泳動ゲル上で比較解析した (ESD 法:独自で開発した未知遺伝子検索法)0 R'-N 
や R'-D 系列で次第に濃縮される一方， R'-R 系列で減少する傾向を示す cDNA 群を神経細胞分化過程に特異的な発
現遺伝子由来のものとして検索した結果，このパターンを示す LIG-lcDNA 断片 (218bp) が検出された。
次に，この断片をプロープとして P19細胞の分化誘導条件下における遺伝子発現をノーザンプロット解析した。その
結果，本遺伝子は約5Kb の転写産物として細胞を RA 処理後 1 日めで検出され，その後 5 日めまで次第に増大してい
た。一方，未分化状態、や DMSO 処理で筋肉分化を誘導した細胞群では発現が全く認められなかった。
以上のことから， LIG-1遺伝子の発現は P19細胞の神経細胞分化過程に特異的であることが判った。
2. LIG-1 タンパク質の構造的特徴
ESD 法で得られた cDNA 断片を初期プロープとしてマウス脳 cDNA ライブラリーから LIG-1 完全長 cDNA (4840 
bp) を取得した。この全塩基配列を解析した結果，この中には1091個のアミノ酸残基で構成される新規タンパク質(推
定分子量120kDa) をコードするオープンリーディングフレームが 1 つ存在した。このタンパク質の一次構造上にはシ
グナルペプチドと膜貫通ドメインとして機能すると思われる 2 つの疎水性領域と糖鎖付加の可能性のある 7 つのアス
パラギン残基が認められた。また，ホモロジー解析の結果から，推定細胞外領域には15個のロイシンリッチリピート
(LRR) と C2 サプタイプに分類される 3 個の免疫グロプリン(Ig) 様ドメインが存在することが明らかとなった。
以上のことから， LIG-1 は LRR と Ig スーパーファミリーの双方に属する新規膜貫通型糖タンパク質であると考え
られた。
3. マウス脳における LIG-1 遺伝子の発現様式
マウス個体における臓器別遺伝子発現をノーザンプロット解析した。その結果，心臓および胸腺でも若干の発現が
観察されたものの，脳における発現が顕著であった。また，腎臓，肝臓，肺，小腸には全く発現が認められなかった。
このことから， LIG-1 は主に神経系で機能する分子であると考えられた。
in situ ハイプリダイゼーション法を用いて成体マウスの脳内発現分布を詳細に検討した結果では， LIG-1 遺伝子は
小脳のプルキンエ細胞層内のパーグマングリアと嘆球の嘆神経層内の一部グリア細胞に限局した発現様式をとること
が判った。
【総括】
LIG-1 は， P19細胞の神経細胞分化過程で特異的に発現誘導され，マウス脳内では特定のグリア細胞で限局発現する
新規膜貫通型糖タンパク質である。本分子の構造特徴である LRR と Ig 様ドメインは，いずれも特有のタンパク質を
認識し，これを結合する性質を有するといわれ，神経系で発現する多くの細胞接着分子あるいは受容体に共通して認
められる構造(機能)モチーフであるが，両モチーフの共存は非常に珍ししこれまで高等動物では神経栄養因子群
(NGF, BDNF, NT-3等)の高親和性受容体 (Trk ファミリーと総称される)においてその報告がなされているのみ
である。
LIG-1 の稀なドメイン構成と発現の限局性は，その機能を考察する上で興味深い特徴であるが，多機能分子である
ことを推測させる LRR と Ig 両ドメインの共存意義やその相互作用分子の存在の有無など，まだ不明な点は多い。現
在のところ， LIG-1 分子の機能としては，特定のグリア細胞膜上に細胞接着分子あるいは受容体として存在し，ニュ
ーロンーグリア間の相互作用を介しておこる神経系組織の形態形成あるいは神経機能の維持に何らかの役割を担って
いる可能性を考えている。
論文審査の結果の要旨
本研究は， in vitro の神経分化モデルに独自で考案した遺伝子検索法を適用し，新規遺伝子LlG-1 を見い出すとと
もに，その遺伝子構造とマウス個休レベルでの発現様式を明らかにしたものである。LlG-1 遺伝子は，細胞外領域にロ
イシンリッチリピートと免疫グロプリン様ドメインを共存させた稀な構造特徴をもっ新規膜貫通型糖タンパク質をコ
ードしており，その発現はマウスの脳や胸腺などで認められ，高発現組織である脳内では小脳パーグマングリアと嘆
球のグリア細胞に限局するという特徴を有していた。
神経系の組織構築と機能維持は，種々の細胞接着因子や神経栄養因子などの発現制御による神経細胞の分化や移
動，突起伸長や特異的神経結合の形成を通して成し遂げられるが，この分子機構については不明な点が多く，未だ同
定されていない因子を発見し，それを解析することによる成果の蓄積は重要な研究プロセスのひとつといえる。
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本研究の解析結果は， LIG-l が特定のグリア細胞膜上に存在する新しい細胞接着因子あるいは受容体として神経系
の形態形成や機能維持に何らかの役割を担っている可能性を示唆するものであった。生理的機能については未だ解明
途上であるが，神経系の分化発生の分子機構の解明を目的とした研究の進展に貢献する新しい研究対象として興味深
い知見を提供する本研究成果は，学位の授与に値すると考えられる。
